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.脂肪 酸代 謝 は
,Knoopに よ りβ 酸 化説 が提 唱 され て 以来,飽 和 脂肪 酸 に 関 し て は そ の 機 構 が






















天然 に存 在 す る不 飽 和 脂 肪 酸 は,9位 や12位 な ど に シスニ 重 結 合 を 有 して い るの で,そ の 、β酸 化
に伴 い3一 シス体 や2一 シス体 を 生 ず る。 これ ら不 飽 和.脂肪 酸 の代 謝 機 構 に 関 して,Stoff獣 は,













,奥 井 らは,ヒ ドロキ シ酸 代 謝 に 関す る研 究 中,E・coHやCandidaに お い て,5-hγdro-
xy-cis-2-undecenoiCacidが 相 当 す る飽 和 酸 に還 元 され る事 実 を 見 出 した 。 さ らにCandidaに
お い て は,ひ き続 い て β酸 化 が進 行 す る こ とや,ま たlinoleicacidの 代 謝 中 間 体 で あ るcis-2-
octenoyl-CoAをNAD:PHを 特 異 的 な補 酵素 と して還 元 す る酵 素 力1存在 す る こ と も確 認 して い る。
こ れ らの知 見 は,不 飽 和 脂肪 酸代 謝 に お い て,Stoflblら の 説 と は 別 の経 路 の存 在 を示 唆 して い る













そ こで 著 者 は,比 較 生 化 学 的見 地 か ら,E.coliに お け る不 飽 和 脂 肪 酸 代 謝 機構 の 解 明 を 目的 と
して 研 究 を 開始 し,ま ずE.coliにNADPH依 存 性cis-2-enoyl-CoAreductaseが 存 在 す る
こ とを 確 認 した。 つ い で本 還 元 酵素 の精 製 を お こ ない,そ の 性 状 を 明 らか にす る と共 に,本 研 究 の
過 程 で見 出 したN-ethylmaleimide(NEM)の 二 重 結 合 を 還 元 す る酵 素 の 性 状 につ い て 検 討 を お
こな った の で,そ れ らの結 果 を ま とあ て記 述 す る。
E.cdi由 来cis-2-Enol.一CoAReductaseの 検 出 と反 応 成績 体 の 確 認
E・coliを 肉 エ キ ス,ペ プ トンお よ びlinoleicacidを 含 む 液 体 培 地 で 培 養 し,集 菌 後 そ のcell
丘eeextraotを 酵 素 源 と した 。 酵 素 活 性 は,340nmで のNAD(P)Hの 吸光 度 の減 少 を 観 察 す る






































































































SephacrylS-200Sup.erfineを 用 い て ゲ ル ろ過 を お こ な い,通 常 の 方 法 で 調 製 し たcis+
octenoyl-CoAを 基 質 と して 用 い 活 性 を 測 定 し た と こ ろ,.2つ の フ ラ ク シ ョ ン に 活 性 が 認 め られ
た(Fig。4)。 しか し,cis-2-octenoyl-CoAに は 約20%のtransisomerが 存 在 す る 。 そ
こ で 反 応 混 合 物 のGCrMSに よ る分 析 を お こ な っ た 結 果,フ ラ ク シ ョ ン1に は,cis〒2-enoyl-
CoAreductaseが 存 在 し,皿 に は,trans-2-enoyl-CoAreductaseが 存 在 す る こ と が 判 明
し た 。 な お 両 酵 素 と もE・coliで は 著 者 が 初 め て そ の 存 在 を 確 認 し た もの で あ る 。
cis-2-Enoyl-CoAreductaseは,補 酵 素 と してNADPHを 特 異 的 に 要 求 す る。 ま た 基 質 と
して,3一 シ ス 体,2一 ト ラ ン ス 体 に は 作 用 し な い が,炭 素 数8以 外 の2・ 一 シ ス 体 に 対 し て も 作 用
す る こ と が 確 認 さ れ た 。
Linoleica〔 丘d添 加 に よ るcis-2-Eno1-CoAReductase活 性 の 誘 導
炭 素 源 と し て,glucose,oleicacid,linoleicacidを 培 地 に 添 加 し,enoyl還 元 酵 素 活 性 の
検 討 を お こ な っ た 結 果,3つ の フ ラ ク シ ョ ン(A,B,C)に 活 性 が 認 あ られ た 。 フ ラ ク シ ョ ンA
に は,文 献 既 知 の2-enoyl-ACPreductase力 雪含 ま れ て お り,フ ラ ク シ ョ ンBに は,前 述 の
trans-2-enoyl-CoAreductase力 斗含 ま れ て お り,フ ラ ク シ ョ ンCに は,cis-2-enoyl-CoA


























cis-2-Enoyl-CoAreductaseは,linoleicacidの 添 加 で 著 しい 誘導 が 認 め られ,gluc鈴e
.ある
い はoleicacidの 添 加 で は認 め られ な か っ た。 代 謝 中 間体 と』しτ,2一 シ ス体 を 生 ず る1in-
oleicacidで の み誘 導 が認 め られ た・こと よ り,本 還 元 酵 素 は,2一 シ ス体 代 謝 に 関与 す る こ とが 強
く示 唆 され た 。
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.
trans-2-Enoyl-CoAreductaseは,脂 肪 酸 のchainelongationに 関 与 す る 酵 素 で は な い
か と 考 え ら れ る が,E.coliで は 未 だchainelongationの 存 在 は 証 明 さ れ て お らず,目 下 水 柿 ら
に よ り 更 に 検 討 揮 加 え ら れ て い る 。
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した結 果,本 酵素 の 比 活 性 を50倍 以 上 高 め る こ とが で きた が,単 離 す る には 至 らな か っ.た。
部 分 精 製 した・酵 素 を 用 い て 一 般 的 性 質 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 至 適pHは,7か ら8に 幅
広 く存 在 した 。 熱 に対 して は,45。 で は 安 定 で あ るが,550で は 直 ち に90
、%以 上失 格 す る との 知
見 が 得 られ た 。 またcis-2-octenoyl-CoAに 対 す るKm値 は,2.0×10『5;Mで あ った 。SH
.酵素 阻 害 剤 で あ るP-hydroxymercuribenzoicacid(10蛤M)お よ びiodoaceticacid(1(r3M)
に よ り・お の お の77%・.34%阻 害 され た ・S・pb・ 制S一 …S・p・ ・fi・・ に よ るゲル 爾 法 ・こ
よ り分 子 量 を 測定 .し約40000 .の値 を得 た 。
酵 素 反 応 に お い てNAD(P)Hの ピ リジ ン環 の4位 の2個 の水 素 は,享 体 的 に.区別 され る こと
が 知 られ て い る。 そ こで 重 水 索 で ラベ ル したNADPHを 用 い て そ のsteroosp㏄ificityを 検 討 し,
Gc-Msに よ る分 析 に よ りpro-Rの 水 素 がcis-2-enoy1-coAの3位 に,水 よ りの水 素 が2
位 に,そ れ ぞ れ3-Re,2-Si攻 撃 しanti付 加す る こ とが確 認 され た。
N-Ethylmaleimideを 環 元す る酵 素 活 性 に つ い て
cis-2-Enoyl-CoAreductaseのSH阻 害 剤 に よ る影響 を 検 討 中,基 質 で あるcis-2-oct-
e且oy1一(】oAを 添 加 しな か った に もか か わ らず340.nmで の 吸光 度 の著 しい減 少 が認 め られ た 。 こ
れ は,NADPHと 還 元 酵 素 によ りNEMがN-ethylsuccinimide(NES)に 還 元 』さ れ た こと に
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基 く もの で あ り,NESの 生 成 がGC-MSに よ り確 認 され た 。現 在 ま でNEMが 酵 素 的 に還 元 さ






この.NEMを 還 元 す る酵 素 は,SephacrylS-200Superfineに よ るゲ ル ろ過 でcis-2Leno-
yl-CoAreductaseと 同 一 の フ.ラク シ ョンに 溶 出 した の で,そ の異 同を 明確 にす る たあ に両 者 の
諸 性 質 の 検 討 を お こな った 。 炭 素 源 の 違 い に よ る活性 の変 動 に つ い て検 討 した結 果 をTable皿 に
示 す 。Linoleicacid添 加 によ り著 し く誘導 を受 け た 。 す な や ちNEMを 還 元 す る酵 素 も;2一































つ ぎ にTahleIVに 従 って 両 酵 素 の 分 離精 製 を お こな った が
.,両 酵 素 は分 離 され な か ったr更 に
MatrexRedAやHydroxylapatiteを 用 い て 分 離 を試 み た が成 果 は得 られ な か った 。
っ つ い てNEMを 還 元 す る酵 素 の 性 質 の検 討 を お こ奉 った結 果,・至 適pHは7か ち8で 幅広 く存.




















るKm値 は,4×10-6Mで あ った 。1r6MのP-hydroxymercuribenzoica(蛭dお よ び10『}Mの
iodoaceticacidに よ りそれ ぞ れ94%,39%阻 害 され た 。SephacrylS-200SuperfilBゲ ル ろ
過 法 に タ る分子 量 測 定 で は,約40000と 推 定 され た 。
以 上,NEMを 還 元 す る酵 素 の 性 質 は,cis-2-enoyl-CoAreductaseと 極 め て 似 て い る。 両
者 を 分 離 す る こ とが で きな か った の で 両 酵 素 は 同 一 で は ない か と も考 え られ る が,Candidaに お い
て は,両 酵 素 はSephacrylS-200Superf三neに よ るゲ ル ろ過 で 分 離 され,NADHもNADPH
の1/2ほ どの活性を示すなどの知見が得 られているので,両 酵素は生理的には別々の機能を痔っ
・ た もの で あ る と考 え る方 が 妥 当 で あ る
。 な お ラ ッ ト肝 で はNEMを 還 元 す る酵素 の存 在 は 確 認 で
き な か った 。
'結 論
E・coliに お い て1i丑oleicacidの 代 謝 中 間体 で あ るc蛤 一2-octeΩoyl-coAを 還 元 す る酵素 の
存 在 を確 認 した。 本 酵 素 が,偶 数 位 に シ スニ 重 結 合 を有 す るlinoleicacidに よ り誘 導 を受 け た の で,
本 酵素 が偶 数 位 に シ スニ 重結 合 を有 す る不 飽 和 脂肪 酸代 謝 に 関与 す る こ とは 明 ら か で あ る 。 しか
し,2一 シ ス体 代 謝 の主 経 路 が何 で あ るか の結 論 は得 られ な か っ.た。
本研 究 中,見 出 したNEMを 還 元 す る酵 素 は,cis-2-enoyl-CoAreductaseと 類 似 点 が多 い
もの の,新 酵 素 の 可能 性 が大 き く興 味 が持 たれ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
本 論 文 は,比 較 生 化学 的 見 地 か ら,大 腸 菌 に お け る不 飽和 脂 肪 酸代 謝 機 構 の解 明 を 目 的 と して行
った研 究 成 果 を ま と あた もの で あ り,大 腸 菌粗 抽 出 液 よ りNADPH依 存 性cis-2-enoyl-CoA
reductaseを 分 離部 分精 製 し,そ の性 状 を 明 らか に す る と共 に,本 研 究 の過 程 で見 出 したN-
ethylmaleimideを 還 元 す る酵 素 の性 状 に つ いて 一 部 検 討 を加 え た結 果 が記 載 され て い る。
生 体 内 で 脂肪 酸 が β酸 化 に よ り エネ ル ギ ー源 と して利 用 され る場 合,飽 和 脂 肪 酸 よ り も不 飽 和 脂
肪 酸 が 対 象 とな る場合 の方 が 多 い に もか か わ らず,そ の シスニ 重 結 合 の変 換 に 関 して は 不詳 の点 が
多 い。 と く に,偶 数 位 に シスニ 重結 合 を もつ 不飽 和 脂肪 酸 の代 謝 に 関 して は,従 来 専 らenoyl-CoA
hydrataseと3-hydroxyacyl-CoAepimeraseの 関与 す る反 応経 路 が支 持 され て き た が,最 近
2,4-dienoyl-CoAreductase関 与 の仮 説 が提 出 され るな ど,そ の代 謝 機 構 の 徹 底 究 明 の必 要 性 が
叫 ばれ て い る。
論文 提 出 者 は,代 表 的 な 不 飽和 脂肪 酸 で あ るlinoleicacidの β酸 化 中間 体 の一 種cis-2-bc-
tenoyl-CoAを 基 質 と して 用 い,ま ず大 腸 菌 粗 抽 出 液 のゲ ル ろ 過 液 中 に これ まで報 告 され て い な
い 還 元 酵 素 が 存 在 す る事 実 を確 認 した 。本 還 元 酵 素 は電 子 供 与 体 と してNADPHを 必 要 と し,2
一 トラ ンス異性 体 や3一 シス異 性 体 に は作 用 しな い な ど の結 果 か ら
,本 酵 素 をNADPH依 存 性cis
cis一enoyl-CoAreductase『 と名 付 け た。
っ い で,linoleicacidを 添 加 した培 地 で 大腸 菌 を 培養 す る時,本 酵 素 が顕 著 に誘 導 され る と い
う極 め て 貴 重 な 事 実 を見 出 し,本 酵素 が偶 数 位 シスニ 重 結 合 を もつ 不 飽 和 脂 肪 酸 の代 謝 に 関与 して
い る 可能 性 を 指摘 した 。 本 酵素 反 応 の成 績 体 は対 応 す る飽 和 体 で あ り,一 旦,飽 和 体 とな っ て 通常
の β酸 化 系 に入 る代 謝 経 路 の存 在 が推 定 され る。 従 来 の代 謝 経 路 と の相 互 比 較 を行 うに は高 感 度 の
GC-MSやRI-GCな どの装 置 が 必要 で あ り,本 論 文 に お いて は そ の経 路 の存 在 を直 接 証 明 は し
て い な い が,本 酵素 の精 製 を進 め,そ の一 般 的 な性 質 を 明 らか に し,さ らにNADPHの ピ リジ ン
環 上4位 の 水 素 と溶 媒 中 の水 素 が 基質 に と りこ ま れ る際 の立 体 化 学 も検 討 して本 酵 素 が既 知 の還 元
酵 素 とは異 な る新 酵素 で あ る こ とを 充分 に立 証 した。
また,SH阻 害 剤 と して繁 用 され て い るN-ethylmaleimideを 還 元 す る酵 素 が大 腸 菌 中 に存 在
す る こ と も確 認 して い る。
以上,不 飽 和 脂肪 酸代 謝 に 関連 した奥 行 き の深 い重 要 な い くつ かの 新 知 見 を本 論 文 は含 ん で お り,
学 位 論 文 と して 充分 価値 あ る もの と認 め られ る。
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